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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereicnien umeriiigon tfnL..»......o.. 

Genetisches Analyseverfahren zur Abstammungsuberpriifung biologischer Materialien durch Verwendung 
artspezifischer PCR-Primer 



Verschiedene neue tierart- und pflanzenartspezifische 
Primer sowie das damit verbundene analytische Varfah- 
ren zur Abstammungsuberprufung biologischer Materia- 
lien tierischer und pflanzlicher Herkunft durch Analyse 
der in den Materialien vorhandenen Erbsubstanz DNA 
durch artspezifische Amplifizierung und nechfolgender 
Identifizlerung der mittels Polynnerasekettenreaktion 
(PCR) synthetisierten PCR-Produkte sind Gegenstand des 
Verfahrens. Die fur den Nachweis eingesetzten PCR-Pri- 
mer sind artspeziflsch, und das Vorhandensein der jewei- 
ligen DNA tierischer und pflanzlicher Herkunft wird direkt 
nach der Vervielfaltigungsreaktion PCR angezeigt. Das 
Entstehen der artspezifischen PCR-Produkte wird bei- 
spielsweise mittels Elektrophorese im Agarose- oder Po- 
lyacrylamidgel einfach iiberpruft. 
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Tlerartspezifische PCR-Produkte ausje 1 %igen Flelschzumischungcn 
derjowelllgenTierarton. 

IndenSpuren: 1: Rind 2 

2: Schweln2 
3: Huhn2 
4: Pute2 
5: Pferd 1 
6: Rindl 
7: SchweJn 1 
8: Huhn1 
9: Pute 1 

Links rechts und In der Mitte sind ONA-Lflngenstandards aufgetragen. 
orFralmentianoen sind In Bas«ipaaren (bp) angegeben. 
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Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft tier- und pflanzenart- 
spezifische Primerpaare sowie ein analytisches Verfahren 
zum Nachweis und zur Identifizierung lierischer und pflanz- 
Ucher Bestandteile durch Unlersuchung der in den Materia- 
Uen vorhandenen DNA. Hierbei warden nach Isolation der 
Erbsubstanz DNA bestimmte artspezifische DNA-Bereiche 

verviclfaitigt. . , . . ^ 

In der Nahrungsmitlel- aber auch beispielsweise in der 
Fuilenniltclinduslric gcwinnl die eindeulige Tdentifizierbar- 
keit von biologischen Materialien im Rahmen der Qualitats- 
sicherung cine zunehmende Bedeutung. Zur Zeit wird in der 
Analyiik furderartige Uniersuchungen vorwiegend die Spe- 
zifita't der Proteineherangezogen. Das bedeutet, die Analyse 
erfolgi. rnillcls imnmnchemischer Methoden durch die Ver- 
wcndung enisprechender AntikSrper gegen die nachzuwci- 
senden tierischen oder pflanzlichen Bestandteile. Nichl sel- 
ten sind jedoch die antigen-wirkenden Komponenten, gegen 
die die Antikorper gerichtet sind, durch die Voibehandlung 
der tierischen und pflanzlichen Bestandteile in den Nah- 
rungs- Oder Futlcrmitteln nicht mehr vorhanden oder nicht 
mehr intakt, so daB keine oder keine ausreichende Antikor- 
per- Antigen-Wechselwirkung siattfinden kann und somit 
eine immunchemische Detektion schlecht oder gar nicht 
funktioniert. 

Bin weitcres Idcntifizierungs verfahren auf Proteinmveau 
beruht auf dem Vergleich der Isoenzymmuster. Bei diesem 
Verfahren beobachtet man bei den auftretenden Proteinmu- 
stem iedoch eine starke Abhangigkeit vom Gewebetyp, Im 
Untersuchungsmaterial jedoch ist der Gewebetyp, aus dem 
das Maicrial slainint, haufig nicht mehr feststcllbar. Dar- 
uberhinaus wird auch dieses Verfahren durch die Verande- 
rungen der Enzyme bei Verarbeitungsprozessen emge- 
schriinkl. 

Bereits Ende der 80er Jahre wurde von Bauer et al. (bn^ 
findlicher elektrophoretischer Nachweis von Schweine- 
flcisch in erhitzten Rindfleisch/Schweinefleisch-Mischun- 
gen, Reischwirtschaft 67, 1141 (1987)) gezeigt, daB die 
Erbsubstanz DNA durch Hitze oder andere Verarbeitungs- 
schritte und Zusatzstoffe nur gering beeinfluBt wird. 

Weiierhin hat Meyer et al. (DNA-Sonden zur Tlerartiden- 
lifizierunK in verarbeiieten Txbensinitteln, Fleischwirt- 
schaft, 74 (11), 1237-1238 und 1542-1551 (1994)) DNA- 
Sonden beschrieben, die fur die Identifizierung der gSngigen 
Fleischsorten eingesetzt werden konnen. Dabei werden tier- 
art- spezifische DNA-Sonden zur Identifizierung von DNA 
aus licrischcn Gewebeproben vcrwendet. Die Isolation tier- 
art-spczifischer DNA-Sonden und das Verfahren selbst sind 
relativ arbeits- und zeitaufwendig, so daB es als Routine-Un- 
tersuchungsmcthode wenig praktikabel ist. Daruberhinaus 
Uegt die Nachweisgrenze in Abhangigkeit vom Sondentyp 
meistens bei ca. 5%, bestenfalls bei ca. 1%. Das heiBt, die 
NachwcisempfindlichkciL isi vielfach nicht ausreichend. 

Ein anderes Identifizierungsverfahren, welches erstmals 
von Meyer et al. (Polymerase Chain Reaction - Restriction 
Fragment Length Polymorphism: A simple Method for Spe- 
cies Identification in Food, Journal of AOAC International, 
78, 1542-1551 (1995)) fur Fleischsorten beschrieben 
wiirde, arbeitet mit "universellen" K:R-Primern, die die 
VervielfaUigung von DNA-Abschnilten verschiedener Tier- 
arten ermoglichen, sofem die PCR-Primer ein hohes MaB an 
Ubereinstimmung zu den Zielbereichen der DNA der betief- 
fenden rierart(en) aufweisen. Bei diesem PGR- Verfahren 
werden gleiche DNA-Bereiche vervielfalUgt, die - unab- 
hangig von der Tierart-DNA - gleich lang sind, aber inner- 
halb dieses Molekuls tierart-spezifische Sequenzunter- 
schiede aufweisen. Diese vervielfaltigten DNA-Bereiche, 



sog. PCR-Produkle, werden in einem zweiten Schriti einer 
Spalmng mit Restriktionsendonukleasen unterzogen. Auf- 
grund von Sequenzunterschieden zwischen den PCR-Pro- 
dukten der DNA verschiedener Tieranen entstehen nach en- 
5 zymatischer Spaltung DNA-Fragmcnte unterschiedlicher 
Lange, die nach elektrophoretischer Trennung fiir die Iden- 
tifizie^ng von Tierarten herangezogen werden konnen. Die 
Analyse der uerartspezifischen DNA-Fragmentmuster wird 
auch'als RFLP- Analyse (RFLP = resu-iction fragmerii lenght 
10 polymorphism) bezeichnet. Zwecks Identifizierung der 
Tierarlcn werden die DNA-Fraginentmusier mil Fragnient- 
mustem definierter Referenzarlen vergUchen. Dieses Ver- 
fahren ist bei Vorhandensein nur einer einzigen Art im zu 
untersuchenden Material anwendbar, scheitert jedoch bei 
15 komplexen Vermischungen, wie sie zum Beispiel bei Le- 
bens- bzw. Futterinittelproben haufig auftreten. Da "unwcr- 
selle" Primer in Abhangigkeit von der Tier- und Pflanzcnart 
unterschiedlich gut binden, werden die Mischungen, DNA- 
Molekule bestimmter Arten, unter Umstanden nur schwach 
20 amplifiziert und entziehen sich somit einer RI-'LP- Analyse. 
Selbst bei vergleichbarer Ampliftkation jeder voriiegenden 
Tier-DNA ist eine RFLP-Analyse bei komplexen Mischun- 
gen schwierig, da sich einzelne Fragmente oder Fragmenl- 
gmppen haufig nicht mehr einer bestimmten Tierari zuord- 
25 nen lassen. Bei hocherhitzten Produkten stoBt das Verfahren 
ebenfalls an seine Grenzen. Es stehen nur noch wenig hin- 
reichend groBe DNA-Bruchstiicke zur Verfugung, die als 
BindungssteUen fur die beiden PCR-Primer dienen konnen. 
AuBerdem gestalten sich RFLP-Analysen als zeitaufwendig 
30 und sind daher als schneUe und verlaBUche Routine-Unler- 
suchungsmethoden ebenfalls geeignet. 

Das der Erfindung zugrundcliegende Problem bcsleht 
darin, ein Verfahren bcrcitzustellen, mit dem cs gelingt, in 
relativ kurzer Zeit die Abstammung biologischer Materia- 
35 lien, die beispielsweise als Nahrungs- oder Futtermittel Ver- 
wendung finden, zu bestimmen. Folgende Schritte werden 
nacheinander durchgefuhrt: 



- Isolation der Gesamt DNA aus dem Untersuchungs- 
40 material, 

- Binsatz mindestens eines artspezifischen Pnmerpaa- 

res, 

- VervielfaUigung der tierischen b/w. pflanzlichen 
DNAmittelsPCR, 

45 - Deiekuon des jeweils artspezifischen PCR-Produk- 
tcs mittels Elekurophorese, wobei das losungsspezifi- 
sche Primerpaar jeweils aus solchen Primem besteht, 
die ausschlieBlich komplementar zur nachzuweisenden 
tierischen bzw. pflanzlichen DNA sind 
50 . , 

Der Nachweis der jeweiUgen Tier- bzw. Pflanzenart wird 
durch die Verwcndung entsprechender Primerpaare bei der 
VervielfaUigung mittels Polymeraseketlenreaktion (PGR) 
crmoglicht. Die in der Probe befindliche Tier- bzw. Pflan- 
55 zenart wird durch die Synthese des artspezifischen DNA- 
Fragmentes bei der PGR direkt in der sich anschlieBenden 
Elektrophorese angezeigt. Die Sichtbarmachung der spezifi- 
schen DNA-Fragraente im Agarose- oder Polyacrylamidgel 
erfolgt durch Anfarbung der entsprcchendcn DNA-Synthc- 
60 seprodukte. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den UnteransprU- 
chen angegeben. Geeignete artspezifische Primerpaare sind 
in den NebenansprOchen spezifizien. 
Fur die Primerauswahl zur Identifizierung tierischer DNA 
65 einzelner Tierarten wurden DNA-Bereiche des mitochon- 
drialen Cytochrom b-Gens gewahlt. 

Die Identifizienmg pfianzlicher DNA erfolgt mittels spe- 
ziflscher PGR-Primer filr das Soja-Lectin-Gen sowie Pnmer 
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fur die inlergenetische Region von Weizen, die zwischen 
den Genen fur die ribosomale 25S- und 18S-RNA liegt. 
Durch umfangreiche Sequenzvergleiche mil aus der Litera- 
tur bekannien Cytochrom b-Sequenzen lieBen sich verschie- 
dene derarlspezifische Primer identifizieren. die fur das er- 
findungsgemaBe Identifizierungsverfahren genutzt warden. 
Bei der Suche nach pflanzenartspezifischen Primem fur den 
Soja- bzw. Weizennachweis wurde analog verfahren. Durch 
die VerfUgbarkeil von teilweise mehreren Primerpaaren, die 
PCR-Produkte unterschiedlicher Fragmentlangen bilden, 
lasscn sich in Abhangigkeit. vom Degradationsgrad dcr 
Probe und damit auch der DNA die meislen analytischen 
Fragestellungen losen. Insbesondere bei hochdegradiertem 
Untersuchungsmaterial (z. B. VoUkonserven. Fertiggerich- 
ten) empfiehlt sich der Bnsatz dichier beieinanderliegender 
Priincrpaare. Da in solchen Proben auch die DNA-Molckulc 
verhaitnismafiig kurz sind, lassen sich somit bei der PGR 
noch DNA-Syntheseprodukte erzielen. Voraussetzung ist, 
daB sich in der Probe zumindest einige DNA-Bruchsiucke 
mil der MindesUange der PrimerabstSnde befinden. 

Die Tatsache, daB die fur die Primerauswahl genutzten 
Ocnc bzw. DNA-Abschnitte mit dencn die Primer bei der 
Vervielfaltigungsreaktion PC'R eine Paarung (Hybridisie- 
rung beim Annealing wahrend des PCR-Zyklus) eingehen in 
vielfacher Kopienzahl im Genom dieser Organismen vor- 
kommen, isi fur die Empfindlichkeit des Analyseverfahrens 
enonii vorteilhafl. Je nach Ausgeslaltung der PGR laBl sich 
die Nachweisempfindlichkeit bis auf 0,01% einstellen. Fiir 
die Analyse sind Gesamt-DNA-Mengen in ng-MaBstab aus- 
reichend. Das bedeutet, daB je nach Verarbeitung und Kom- 
plexitat der Probe Untersuchungsmaterial im mg- bis g-Be- 
reich crforderlich isl. Mit diesem crfindungsgcniaBen Ver- 
fahren konnen praktisch alle Nahrungs- und Fullermittel 
uberpriifi werden. 

Weitere Anwendungsfelder des Verfahrens sind beispiels- 
weise in der forensischen Medizin oder bei Reinheitsiiber- 
prUfungen von Rohstoffen oder Endprodukten der kosmeti- 
schen oder pharmazeutischcn Industrie. PrinzipicU lassen 
sich alle MateriaUen biologischen Ursprungs auf Authenti- 
zitat bzw. auf Kontaminationen tierischer/pflanzlicher Her- 
kunft iiberprufen ~ vorausgesetzt es befinden sich zumindest 
DNA-Reste im Untersuchungsmaterial. 

Die Fig. 1-3 zeigen schematisch die Position der artspe- 
zifischen PCR^Primer im Cytochrom b-Gen, im Soja-Lec- 
tin-Gen sowie im intergenetischen Bereich der ribosomalen 
25S- und l8S-RNA-Gene. ^ ^ 

Fig. 4 zeigt die tierartspezifischen PCR-Produkte, die bei 
Vcrwendung der jcwciligen Primerpaarc bei der PGR syn- 
Ihciisicrt werden. 

Die Fig. 5 zeigt die pflanzenartspezifischen PCR-Pro- 
dukte, die bei Verwendung der weizen- bzw. sojaspezifi- 
schen Primerpaare bei der PR synihetisiert werden. 

In Fig. 1 sind die Positionen artspezifischen Primer im 
Cytochrom b-Gen dargestellt, die die daraus rcsultierenden 
PCR-Produkte links und rechts begrenzen. 

Das Basenpaar "Huhn 1" ergibt ein resultierendes PCR- 
Produkt mit einer Lange von 159 bp. 

Das Basenpaar "Huhn 2" ergibt ein resultierendes PCR- 
Produkt mit cincr Lange von 416 bp. 

Das Basenpaar "Pute 1" ergibt ein resultierendes PC::R- 
Produkt mit einer Lange von 149 bp. 

Das Basenpaar "Pute 2" ergibt ein resultierendes PCR- 
Produkt mit einer Lange von 550 bp. 

Das Basenpaar "Rind 1" ergibt ein resultierendes PCR- 
Produkt mit einer Lange von 1 66 bp. 

Das Basenpaar "Rind 2" ergibt ein resultierendes PCR- 
Produkt mit einer Lange von 431 bp. 
Das Basenpaar "Schwein 1" ergibt ein resultierendes 



PCR-Produkt mit einer Lange von 182 bp. 

Das Basenpaar "Schwein 2" ergibt ein resultierendes 
PCR-Produkt mit einer Lange von 769 bp. 
Das Basenpaar "Pferd 1" ergibt ein resuUierendes PCR- 
5 Produkt mit einer Lange von 146 bp. 

Das Basenpaar "Weizen" ergibt ein resultierendes PCR- 
Produkt mit einer Lange von 109 bp. 

Das Basenpaar "Soja" ergibt ein resultierendes PCR-Pro- 
dukt mit einer Lange von 118 bp. 
10 In Fig. 2 sind die PCR-Primer, die bei Position 
1215-1236 bzw. 1310-1332 im Ixctin-gcn wirksam sind, 
dargestellt. Das resultierende PCR-Produkt weist eine 
Lange von 118 Basenpaaren auf. 
In Fig. 3 sind schematisch die Primer, des intergegen- 
15 ischen Bereiches der 25S- und 18S-RNA Gene dargesteUt. 
Das daraus resultierende PCR-Produkl wcist eine Lange von 
109 Basenpaaren auf. 

In Fig. 4 werden die tierartspezifischen PCR-Produkte, 
die bei Verwendung der jeweiligen Primerpaare bei der Po- 
20 lymerasekettenreaktion synthetisiert werden, gezeigt. 

Tierartspezifische PCT^-Produkte aus je l%igen Fleisch- 
zumischungen der jeweiligen Herarten. 

In den Spuren: 
1: Rind 2 
25 2: Schwein 2 
3: Huhn 2 
4: Pute 2 
5: Pferd 1 
6: Rind 1 
30 7: Schwein 1 
8: Huhn 1 
9: Pute 1. 

Links, rechts und in der Mitte sind DNA-Langcnstan- 
dards aufgetragen. Die Fragmentlangen sind in Basenpaaren 
35 (bp) angegeben. 

In Fig. 5 werden die pflanzenartspezifischen PCR-Pro- 
dukte, die bei Verwendung der weizen- bzw. sojaspezifi- 
schen Primerpaare bei der Polymerasekettcnrcaktion syn- 
thetisiert werden, gezeigt 
40 Pflanzenartspezifische PCR-Produkte aus jeweils 
0,01%igen Zumischungen von Weizen (Spur 1) und Soja 
(Spur 2). Unks ist ein DNA-Langenstandard aufgetragen. 
Die Fragmentlangen sind in Basenpaaren (bp) angegeben. 
Beim beschriebenen Verfahren werden vorteilhaflerweise 
45 Standardtechniken der Gentechnologie wie DNA-Isolie- 
rung, PCR und Gelelektrophorese miteinander kombinieri, 
DieDNA-Isolierung erfolgt mittels Standard-Isolationsme- 
thodcn durch ZellaufschluB, Extraktion von Felt- und Pro- 
leinen und anschlieBender Ausfallung der Nuklcinsaurcn. 
50 Aufgrund der Anwendung des Amplifikationsverfahrens 
PCR und den crfindungsgemaBen Primem sind hohe Nach- 
weisempfindUchkeiten gegeben. Diese liegen in Abhangig- 
keit der gewahlten PCR-Bedingungen und Art der Probe bev 
0,01 bis 1%. Der Wegfail weitergehcndcr Analyscn im An- 
55 schluB an die PCR durch enzymatische Spaltung der PCR- 
Produkte, wie es bei der ubUchen PCR-RFLP-Analyse not- 
wendig ist, ergibt einen hohen Zeitgewinn, so daB mil die- 
sem erfindungsgemaBen Verfahren ein hoher Probendurch- 

satz moglich ist. . , -n - 

60 Verschiedene neue tierarl- und pflanzenartspezifische Pri- 
mer sowie das damit verbundene analytische Verfahren zur 
Abstammungsviberpriifung biologischer Materialien deri- 
scher und pflanzlicher Herkunft durch Analyse der in den 
Materialien vorhandenen Erbsubstanz DNA durch artspezi- 
65 fische Amplifizierung und nachfolgender Identifizierung der 
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) synthetisierten 
PCR-Produkte sind Gegenstand des Verfahrens. Die fur den 
Nachweis eingesetzten PCR-Primer sind artspezifisch, und 
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das Vorhandensein der jeweiligen DNA tienscher und 
pflanzUcher Herkunft wird direkl nach der Vervielfalli- 
gungsreaktion PGR angezeigi. Das Entstehen der artspezifi- 
schen PCR-Produkte wird beispielsweise mittels Elektro- 
phorese im Agarose- oder Polyacrylamidgel einfach uber- 5 
praft. Fur die UberprUfung auf Vorhandensein von DNA der 
entsprechenden Spezies im Untersuchungsmaterial werden 
die unten aufgeftihrten Primer benotigt. Die Nukleoudse- 
quenzen der artspezifischen Primer lauten in der gebrauchli- 
chen Hinbuchstaben-Schreibweise wie folgt: ^ 
TierarLspczifischc PCR-Prinier: 
Huhn lU: 5'-GAC ACA TCC CTA GCC-3' 
Huhn IR: 5'-OT GTA GAG GTA GGA G-3' 
Huhn 2U: 5-CTC CTA CCT CTA CAA G-3' 
Huhn 2R: 5'-GGC TAG TGT TAG GAA T-3' 15 
Puie lU: S'-TTG CAT TCT CTT CTG TG-3' 
Pute IR: 5'-TTT ATA TAG GTA CGA ACC A-3' 
Pute 2U: 5'-'ITG CAT TCT CIT CTG TG-3' 
Pute 2R: 5'-GGG ITA ATG TGA GTA AG-3' 
Rind lU: 5'-CAT CAT AGC AAT TGC CAT-3' 20 
Rind IR: 5'-GTA CTA GTA GTA TTA GAG C-3' 
Rind 2U: 5'-CTT AGO GGC CX:T CTT AC-3' 
Rind 2R: 5'-CGA TTG TGC CGG CCG-3' 
Schwein lU: 5'-TGT TGG CCC TAG TAG C-3' 
Schwein IR: 5'-GCC GAT GAT GAT GAA C-3' 25 
Schwein 2U: 5'-GTC CTA CTA TTT ACC GTT-3' 
Schwein 2R: 5 -TTC GAT GAT GAT AGT GA-3' 
Pferd lU: 5'-CAC AGC CCT GGT AGT-3' 
Pferd IR: 5'-GCA AGA TCA GGA GGA GGA GT-3'. 

Pflanzenartspezifische POR-Primer: 30 
Soia lU: 5'-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3' 
So a IR: 5'-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG-3' 
Wcizen lU: 5'-GCG GCG TGT GCC ACG TAC GTG GTT 
T-3' 

Weizen IR: 5'-GAA CGG GCG ITA CGT GGA CAC GGG 35 
A-3'. 

In Abhangigkeil von der Ausgestaltung der POR ist eine 
hohe Nachweisempfindlichkeit auch in thcrmisch behandel- 
ten Oder anderweilig prozessierien Malerialien gegeben. Die 
Nachweisempfindlichkeit laBt sich im Bedarfsfall bis auf ca. 40 
0,01% einstellen. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Abstammungsnachweis biologi- 45 
scher Materi alien, bei dem folgende Schritte nachein- 
ander ausgefiihrl werden: 

- Isolalion der GcsaiiiL DNA aus dem Untersu- 
chungSTTialerial, 

- Einsaiz mindestens eines artspezifischen Pri- 50 
merpaares, 

- Vervielfaltigung der tierischen bzw. pflanzli- 
Chen DNA mittels PGR, 

- Detektion des jcweils artspezifischen PCR-Pro- 
duktes mittels Elektrophorese, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, daB jedes Primerpaar jeweils aus sol- 
chen Primem besteht, die ausschlieBlich komple- 
mentar zur nachzuweisenden tierischen bzw. 
pflanzlichen DNA sind 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 60 
net, daB zum Nachweis von Huhn-DNA als Primerpaar 
Huhn lU: 5'-GAC ACA TCC CTA GCC-3' 

Huhn IR: 5'-CTT GTA GAG GTA GGA G-3' und/oder 
Huhn 2U: 5'-CTC CTA CCT CTA CAA G-3' 
Huhn 2R: 5'-GGC TAG TGT TAG GAA T-3' einge- 65 
setzt wild. 

3. Verfahren nach einem der vorgenannien Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnct, daB zum Nachweis von Pu- 



ten-DNA als Primerpaar 

Pute IIJ: 5'-TTG CAT TCT CTT CTC; T(}-3' 

Pute IR: 5'-TTT ATA TAG GTA CGA ACC A-3' und/ 

oder 

Pute 2U: 5-TTG CAT TCT CTT CTG TG-3' 

Pute 2R: 5"-GGG TTA ATG TGA GTA AG-3' einge- 

setzt wird. 

4. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB zum Nachweis von Rind- 
DNA als Primerpaar 

Rind lU: 5'-CAT CAT AGC AAT TGC CAT-3' 

Rind IR: 5'-GTA CTA GTA GTA TTA GAG C-3' und/ 

oder 

Rind 2U: 5 -CTT AGG GGC CCT CTT AC-3' 

Rind 2R: 5'-CGA TTG TGC CGG CCG-3' eingesetzt 

wird. 

5. Verfahren nach einem der vorgenannien Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zum Nachweis von 
Schwein-DNA als Primerpaar 

Schwein lU: 5'-TGT TGG CCC TAG TAG C-3' 
Schwein IR: 5'-GCC GAT GAT GAT GAA C-3' und/ 
oder 

Schwein 2U: 5'-GTC (TA CTA TTT ACC GTl-3' 
Schwein 2R: 5'-TTC GAT GAT GAT AGT GA-3' ein- 
gesetzt wird. 

6. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB zuin Nachweis von 
Pferd-DNA als Primerpaar 

Pferd lU: 5'-CAC AGC CCT GGT AGT-3' 

Pferd IR: 5'-GCA AGA TCA GGA GGA GGA GT-3' 

eingesetzt wird. 

7. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB zum Nachweis von Soja- 
DNA als Primerpaar 

Soia lU: 5'-GCC CTC TAC TCC ACC OX M C C-3 
Soja IR: 5'-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG- 
3' eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspruche, 
dzAmch gekennzeichnet, daB zum Nachweis von Wei- 
zen-DNA als Primerpaar 

Weizen lU: 5'-GCG GCG TGT GCC ACG TAC GTG 
GTT T-3' 

Weizen IR: 5'-GAA CGG GCG TTA CGT GGA CAC 
GGG A-3' eingesetzt wird. 
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 bp 
-J \ \ I \ I I I I 1 I 



Huhn1 
Huhn2 
Putel 
Pute2 
Rind 1 
Rind 2 
Schwein 1 
Schwein 2 
Pferd 1 



nai: 

Lage der artspezifischen PCR-Primer auf dem Cytochrom b - Gen. Die Primer sind als schwarze 
Fiachen (| ) gezerchnet, die die daraus resuitierenden PCR-Produkte ( ■fflaagsgaasJ ) links und 
lechte begnsnzen: bp = Basenpaare 
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200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 bp 
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Soja 



W/M I (Lectln-Gen) 



Position der sojaspezifischen PCR-Primer (| ) und des entsprechenden PCR-Produktes 
( M^^^MM ) auf dem Soja Lectin-Gen; bp = Basenpaare 
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400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 bp 
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I , _ — 1 Welzen 

k ^ ^ : ■ ^ (ribosomaleRNA) 

H ■ H ► 

25 s intergenische Region 18 s 



Fig. 3: 

Lage der welzenspezifischen PCR-Prrmer(i) und des entsprechenden PCR-Produktes 
( M^jnM^.^ ) im intergenischen Bereich der 25s- und 18s RNA-Gene; bp = Basenpaare 
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[bp] 

2176 
1766 
1230 
1033 

653 

517 
453 
394 

298 
234 
220 
154 







H9 








BSSB 









































[bpl 

2176 
1766 
1230 
1033 
653 

517 
453 
394 

298 
234 
220 
154 



Tieraiispezifische PCR-Produkte aus je 1 %igen Fleischzumischungen 
der jeweiligen Tierarten. 

In den Spuren: 



1: Rind 2 
2: Schwein2 
3: Huhn2 
Pute2 
Pferd 1 
Rind1 
Schwein 1 
Huhni 
Pute 1 



4: 
5: 
6: 
7: 
8: 
9: 



Unks. rechts und in der Mitte sind DNA-Ungensta^^^^^^^^^ 
Die Fragmentiangen sind in Basenpaaren (bp) angegeben. 
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Fig. 5: 

Pflanzenartspezifische PCR-Produkte aus jeweils 0.01 %igen 
Zumischungen von Weizen (Spur 1) und Soja (Spur 2). 
Links ist ein DNA-LSngenstandard aufgetragen. 
Die Fragmentlangen sind in Basenpaaren (bp) angegeben. 
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